纳米 复合 肽 SCM 的 制备 及 其 对 II 型 糖尿 病 
治疗 作用 的 研究 
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摘要 ARAA AD, ERRER SK (PACAP) 被 发 现在 碳水 化 合 
物 或 脂 质 代 谢 中 具有 重要 作用 ， 但 是 易 受 二 肽 基 肽 酶 IV 的 降解 。 本 研究 将 壳 聚 糖 修饰 的 纳 
AG (SeNPs-CTS, SC) 作为 载体 ， 通 过 酰胺 键 负 载 连 接 PACAP 衍生 肘 MPL-2， 制 备 稳 定 
性 良好 ， 有 具有 协同 治疗 开 型 糖尿 病 作 用 的 纳米 复合 肽 SeNPs-CTS-MPL-2 (SCM)。 实 验 结 
RAW: 成 功 构 建 了 高 稳定 性 的 纳米 复合 肘 SCM，SCM 的 平均 粒 径 为 138nm， 粒 径 较 为 集 
中 ,表面 Zeta 电位 为 35.6mV，, 较 SC AA Zeta 电位 有 明显 的 变化 , 说 明 MPL-2 成 功 的 
连接 到 了 SC 表面 。SCM 在 水 溶液 中 可 稳定 存在 40 天 ， 在 水 溶液 中 有 较 强 的 稳定 性 。 体 外 
缓 释 实 验 表明 SCM 在 48h 内 不 断 释 放 活 性 多 肽 MPL-2， 有 效 的 延长 了 MPL-2 的 作用 时 间 。 
了 [型 糖尿 病 模型 息 (db/db DR) 腹腔 注射 SCM， 奖 萄 糖 耐量 实验 结果 表明 MPL-2 负载 到 
载体 SC 上 构建 了 SCM 后 ，SCM 在 体内 不 断 缓 释 MPL-2， 延 长 了 MPL-2 的 作用 时 间 ， 增 
强 了 MPL-2 的 药 效 。 在 8 周 连 续 用 药 治疗 的 过 程 中 ，SCM 可 显著 提高 I BHR MRA DR 
的 胰岛 素 敏 感性 ， 药 效 明显 强 于 MPL-2 和 SC 单独 用 药 。 构 建 了 纳米 复合 肽 SCM， 可 有 效 
的 延长 MPL-2 的 作用 时 间 ， 发 挥 治疗 开 型 糖尿 病 的 生物 学 作用 。 


关键 词 ”垂体 腺 苷 酸 环 化 酶 激活 肽 衍生 肽 (MPL-2 ); 纳米 硒 ; 开 型 糖尿 病 ; 胰岛 素 敏 感性 ; 
葡萄 糖 耐量 


垂体 腺 苷 酸 环 化 酶 激活 肽 〈pituitary adenylate cyclase-activating polypetide, 
PACAP) 是 Miyata 等 1989 年 从 羊 下 丘脑 发 现 并 提取 的 神经 肽 ， 包 括 PACAP38 
和 PACAP27 PFH, PACAP 在 中 枢 神 经 系统 和 外 周 组 织 中 广泛 分 布 ， 神 经 系统 
中 以 下 丘脑 含量 最 高 ， 其 次 是 神经 冬 体 、 延 髓 、 脑 桥 等 处 ，PACAP 在 小 脑 成 纤 
维 细 胞 、 三 叉 神 经 节 等 处 也 有 发 现 24。 在 外 周 组 织 中 ，PACAP 及 其 受 体 分 布 在 
心血 管 系统 、 胃 肠 系 统 、 胰 腺 、 脂 肪 组 织 、 免 疫 细胞 及 肿瘤 等 处 恒 。PACAP 主 
要 通过 三 种 特异 性 的 受 体 PAC1、VPAC1、VPAC2 发 挥 其 生物 学 作用 ，PAC1 是 
PACAP 的 特异 受 体 , 而 VPAC1 和 VPAC2 是 PACAP 和 血管 活性 肠 肽 (Vasoactive 
intestinal peptide, VIP) 的 共同 受 体 。VPAC2 受 体 可 以 偶 联 Gs 和 Gq ÆA, W 
节 了 cAMP, P3, DAG 等 多 种 第 二 信使 的 浓度 ， 从 而 发 挥 不 同 的 生物 学 作用 器 。 
研究 表明 PACAP 通过 受 体 VPAC2 能 有 效 降低 胰岛 B 细胞 的 损伤 ， 促 进 胰岛 素 
的 分 泌 ， 增 加 葡萄 糖 摄 取 ， 从 而 有 效 降低 血糖 和 改善 胰岛 素 抵抗 以 达到 治疗 2 
型 糖尿 病 的 作用 [0。 因 此 VPAC2 受 体 特异 性 激动 剂 是 治疗 2 型 糖尿 病 的 新 型 
RES. MPL-2 是 我 们 课题 组 前 期 研制 的 PACAP 的 衍生 物 , VPAC2 的 特异 性 激动 
剂 ， 有 很 好 的 治疗 糖尿 病 效果 00。 但 其 在 体内 的 利用 度 和 稳定 性 不 够 ,半衰期 较 
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短 . 为 了 解决 这 些 问 题 ,本 研究 利用 前 期 研制 的 壳 聚 糖 修饰 的 纳米 硒 (SeNPs-CTS， 
SC) 作为 载体 共 价 偶 联 PACAP 重组 多 肽 MPL-2， 构 建 纳米 复合 肽 SCM。 纳 米 
硒 是 一 种 纳米 尺寸 大 小 具有 生物 活性 的 零 价 单质 硒 0 具有 抗 氧 化 、 清 除 自由 基 、 
保护 胰 脏 等 功能 [2- 均 。 其 优点 是 活性 高 而 毒性 低 ， 可 以 用 来 作为 多 肘 药 物 的 载体 
[9。 印 度 科 学 家 Kumar GS 等 人 的 研究 表明 ， 纳 米 硒 能 有 效 延 组 模型 大 鼠 的 糖尿 
病 发 展 ， 纳 米 硒 不 仅 通 过 抑制 体内 的 氧化 应 激 损伤 、 激 活 细 胞 色素 氧化 酶 保护 蛋 
白 一 热 休 克 和 蛋白 HSP70、 延 组 沉默 调节 因子 SIRTI 代谢 , 从 而 防治 糖尿 病 肾病 ， 
还 通过 降低 Bax 蛋白 、 增 加 Bcl-2 蛋白 的 表达 ， 有 效 防 止 肾脏 细胞 的 凋 亡 05。 
现 有 研究 表明 : 糖尿 病 患者 体内 硒 代 谢 率 乱 、 氧 自由 基 及 脂 质 过 氧化 水 平 高 、 抗 
氧化 酶 活性 低 ， 尤 其 是 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 〈 含 硒 酶 ) 的 活性 显著 降低 09。 而 硒 
及 硒 蛋 白 是 机 体内 抗 氧化 系统 的 重要 组 成 部 分 ， 能 有 效 地 抑制 过 氧化 脂 质 的 产 
生 ， 清 除 多 余 的 自由 基 ， 调 节 并 维持 机 体 正 常 的 氧化 还 原状 态 ， 因 此 硒 与 糖尿 病 
及 其 并 发 症 间 存在 高 度 的 相关 性 。 

壳 聚 糖 修饰 的 纳米 硒 可 作为 药物 缓 释 载 体 负载 药物 , 能 有 效 延 长 药 sla 
期 ， 同 时 还 可 与 负载 药物 协同 作用 ， 增 强 药 效 。2008 年 童 春 义 通过 乙酰 基 将 
氟 尿 喀 啶 (SFU) ASC SERRE BCA TE LY Sal LR WE - FE SEE Bl A, ARNAN 
ARE T EET a ERR E i A 2 RD R Ee SE OK UL, JESZ 
复合 纳米 药物 对 肿瘤 细胞 具有 显著 的 抑制 作用 ， 且 纳米 三 和 5FU 具有 协同 作用 
171, 2012 年 ， 刘 雯 等 研制 出 纳米 硒 作为 载体 直接 负载 SFU 的 药物 运输 体系 ， 证 
SE SeNPs 作为 载体 可 高 效 负载 SFU， 能 通过 激活 caspase、 促 进 线粒体 跨 膜 电 位 
的 消散 以 及 细胞 氧化 损伤 而 诱导 肿瘤 细胞 凋 亡 ， 且 SeNPs 与 SFU 有 良好 的 协同 
抗 肿瘤 作用 0 中 。 我 们 课题 组 前 期 研究 了 利用 纳米 硒 (SeNPs) 作为 载体 ， 壳 聚 糖 

(CTS) 作为 稳定 剂 和 包 履 剂 ， 负 载运 输 多 肽 BAY55-9837， 结 果 表 明 ， 纳 米 复 

AHK SeNPs-CTS-BAY55-9837 能 显著 提高 BAY55-9837 体内 外 的 半衰期 , 有效 降 
低 BAY55-9837 的 肾 清 除 率 ,显著 增强 药物 肽 BAY55-9837 的 体内 生物 学 效应 [4。 

本 研究 的 利用 壳 聚 糖 修 饰 的 纳米 硒 (SeNPs-CTS, SC) 作为 载体 共 价 偶 联 
PACAP 2H 2 Hk MPL-2， 构 建 纳 米 复 合 肽 SCM， 对 其 结构 、 稳 定性 进行 评价 ， 
并 利用 db/db 小 鼠 作 为 I 型 糖尿 病 动物 模型 研究 纳米 复合 肽 SCM 用 于 AR 
病 的 治疗 、 改 善 胰岛 素 抵抗 的 生物 学 作用 。 


1， 材 料 与 方法 
1.1 实验 材料 

壳 聚 糖 〈 分 子 式 为 (CaHIINO4h，n=70-80 万 ， 脱 乙酰 化 宇 90.0%)〉 购 自 北京 
易 国 昌盛 生物 技术 有 限 责 任 公司 ; 亚 硒 酸 钠 购 自 北 京 索 莱 宝 科技 有 限 公 司 ; 抗 坏 
血 酸 Ve 购 自 北京 易 国 昌盛 生物 技术 有 限 责 任 公司 ;透析 袋 〈 6000-8000) 购 自 
北京 易 国 昌盛 生物 技术 有 限 责 任 公司 ，I 型 糖尿 病 模型 db/db 小 鼠 (BKS.Cg-m 
+/+ Leprdb/J) 及 同 品系 正常 对 照 小 鼠 购 于 南京 大 学 模式 动物 研究 所 。 基 因 重 组 
多 肽 MPL-2 来 源 于 课题 组 前 期 制备 00。Exendin-4 JW BEY HEE FAA BLS 
司 ， 产 品 序列 为 : His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu 
-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly- 
Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2. 
1.2 主要 仪器 设备 

细胞 恒温 培养 箱 (美国 Thermo scientific); 纳米 粒度 及 zeta 电位 分 析 仪 〈 英 
国 马 尔 文 仪器 有 限 公 司 ， 型 号 NANO ZS); 微量 移 液 器 (美国 Eppendorf 公司 ); 


Sartoriu 电子 天 平 〈 德 国 Sartorius 公司 );，90-2 型 定时 恒温 磁力 搅拌 器 (上海 沪 
西 分 析 仪 器 三 ); 自动 立 式 灭 菌 器 (山东 新 华 医 疗 器 械 股 份 有 限 公 司 ); 血糖 仪 ( 瑞 
E Roche 公司 );，Mini Spin 离心 机 (美国 Eppendorf 公司 )。 
1.3 方法 
1.3.1 纳米 复合 肽 SM 的 制备 

在 室温 下 ， 向 10ml 的 玻璃 烧杯 中 加 入 lml 亚 硒 酸 钠 溶液 (SmM) 和 100ul 
壳 聚 糖 溶 液 〈0.8mg/ml)， 混 合 均匀 ， 滴 加 lml 抗坏血酸 Ve) (20mM) 溶液 ， 
并 且 边 加 边 摇 勾 ， 待 溶液 颜色 不 再 变化 ， 于 4C 静 置 30min， 将 溶液 装 入 透析 袋 
中 ， 于 4C 透 析 12h 去 除 未 反应 的 试剂 ， 即 得 到 了 纳米 硒 载体 SC。 称 取 2mg 基 
因 重 组 多 肽 MPL-2， 溶 解 后 加 入 到 SC 溶液 中 ，EDC/NHS 作为 酰胺 催化 剂 ， 室 
温 搅拌 反应 12h， 将 溶液 装 入 透析 袋 中 ， 于 4C 透 析 48h 除去 未 连接 的 多 肽 ， 即 
得 到 了 纳米 复合 肽 SCM. 
1.3.2 纳米 复合 肽 SCM 表征 测定 

使 用 纳米 粒度 及 zeta 电位 分 析 仪 测定 纳米 复合 肽 SCM 的 粒 径 及 其 Zeta 电 
位 ， 并 连续 测定 SCM Ki 4 周 从 而 观察 SCM 的 稳定 性 。 
1.3.3 测定 纳米 复合 肽 SM 包 封 率 和 负载 量 

取 透 析 前 的 纳米 复合 肽 SCM 溶液 100ul, 加 入 到 1 mL 的 Millipore (10 kDa) 
超 滤 管 中 4000 rpm 离心 30min, 收集 滤液 , 高 效 液 相 CHPLC ) 检测 滤液 中 MPL-2 
含量 , 计算 包 封 率 。 取 纳米 复合 肽 SCM AFE, 测定 纳米 复合 肘 SCM 对 MPL-2 
的 负载 量 。 

包 封 率 = (投入 MPL-2 量 -游离 MPL-2 量 ) /投入 MPL-2 量 x100% 

负载 量 = (投入 MPL-2 量 -游离 MPL-2 Œ) /SCM 质量 x100% 
1.3.4 纳米 复合 肽 SM 体外 缓 释 

取 5ml 纳米 复合 肽 SCM 于 透析 袋 中 , 将 透析 袋 放 入 装 有 50mlPBS 的 玻璃 烧 
杯 中 ， 于 37°C, es SVR, FO 4. 8. 12, 16. 20, 24, 28, 32, 36, 
40, 44, 48h 分 别 吸取 1mlPBS 溶液 ， 同 时 补充 1ml 的 PBS 溶液 于 烧杯 中 ， 高 
效 液 相 CHPLC) 检测 吸取 的 1mlPBS 中 MPL-2 的 含量 ， 计 算 MPL-12 的 累计 释 
放 率 。 
E 研究 

只 6 周 龄 的 雄性 工 型 糖尿 病 模 型 鼠 (db/db 小 鼠 )， 于 SPF 级 房间 内 适应 
ne 2 周 后 , 饥饿 过 夜 , 将 小 鼠 随 机 分 为 5 组: 生理 盐水 处 理 组 CNS), MPL-2 
处 理 组 ，SC 处 理 组 ，SCM 处 理 组 ，Exendin-4 处 理 组 (阳性 对 照 组 )。 给 药 前 使 
a 血糖 仪 测定 小 鼠 的 血糖 值 。 根 据 SCM 的 载 药 量 和 包 封 率 换算 为 MPL-2 ne 
药剂 量 为 20 nmol/ (kg B.W)、 纳 米 硒 的 剂量 为 18.42hg/〈kg B.W)、 注 射 体积 ; 
Si 相同 体积 或 剂量 的 生理 盐水 (200u1)、 壳 聚 糖 修饰 的 纳米 硒 [SC， te 
纳米 硒 剂量 为 18.42pg/ (kg B.W)]. MPL-2 [200uL, 20 nmol/ (kg B.W ) ]. Exendin-4 
[200 uL, 20 nmol/ ( kg B.W) ] 作为 对 照 。 给 药 30min 后 取 血 测 血糖 值 ， 该 时 
间 点 标记 为 0min， 接 着 腹腔 注射 2kg/ (kg B.W) 的 剂量 的 D- 葡 萄 糖 ， 在 注射 区 
人 欧 糖 后 15min, 30min,45min,60min,75min,90min,105min,120min， 小 鼠 尾 静脉 采血 
测量 血糖 值 。 
E 
只 6 周 龄 的 雄性 I 型 糖尿 病 模型 鼠 (db/db 小 鼠 )， 于 SPF 级 房间 内 适应 

T 2 周 后 ， 将 小 鼠 随机 分 为 $ 组 : 生理 盐水 处 理 组 (NS)，MPL-2 处 理 组 ， 
SC 处 理 组 ，SCM 处 理 组 ，Exendin-4 处 理 组 〈 阳 性 对 照 组 )。 以 20nmol/(kg B.W) 


-> 


的 剂量 每 天 腹腔 给 药 一 次 ， 连 续 给 药 8 周 。 连 续 给 药 8 周 后 ,将 小 鼠 饥 饿 过 夜 进 
行 胰岛 素 耐 量 实验 , 测定 小 鼠 的 初始 血糖 值 , 然后 以 1U/kg 的 剂量 腹腔 注射 人 重 
组 胰岛 素 , 注射 后 20min, 40min, 60min, 80min, 100min， 和 120min Wie BZA) 5 
血糖 值 。 


2 结 
2.1 纳米 复合 肽 SCM 表面 Zeta 电位 、 粒 径 以 及 粒 径 稳定 性 

如 图 la 所 示 ， 壳 聚 糖 修饰 纳米 硒 SC 平均 粒 径 为 77.5nm， 粒 径 分 布 集 中 。 
如 图 1b 所 示 , 纳米 复合 肽 SCM 平均 粒 径 为 158.6nm, 粒 径 大 小 较 SC 增 加 81.1nm。 
纳米 复合 肽 SCM 表面 Zeta 电位 测定 结果 如 图 1c 所 示 ， 纳 米 硒 SeNPs 表面 Zeta 
电位 为 -5.32mV， 壳 聚 糖 修饰 后 的 纳米 硒 SC 表面 Zeta 电位 为 26.5mV, WR T 
MPL-2 之 后 ，SCM 表面 Zeta 电位 升 至 35.6mV, Pt SC 增加 了 9.1mV， 这 可 能 是 
因为 MPL-2 等 电 点 为 9.81, 在 酸性 纳米 复合 肽 SCM 溶液 中 带 正 电荷 , 导致 SCM 
表面 Zeta 电位 较 SC 增加 。SCM 较 SC 粒 径 增 加 ，Zeta 电位 增加 都 说 明 MPL-2 
成 功 连接 到 了 SC 表面 。 根据 图 1d 可 以 看 到 , SCM 在 水 溶液 中 有 较 强 的 稳定 性 ， 
可 稳定 存在 40 天 。 
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1 (a) SC 粒 径 ， 其 平均 粒 径 为 77. 5nm; (b) SCM 粒 径 ， 其 平均 粒 径 为 158. 6nm; (c) SeNPs, SC 和 SCM 
表面 Zeta 电位 ; (d) SCM 粒 径 稳定 性 。 

Fig.1 (a) Size distribution of SC, the average particle size was 77.5 nm. (b) Size distribution of SCM, the average 
particle size was 158.6 nm. (c) Zeta potential of SeNPs, SC and SCM. (d) Stability analysis of SCM. 


2.2 纳米 复合 肽 SCM 包 封 率 和 负载 量 
纳米 复合 肽 SCM 对 多 肽 MPL-2 的 包 封 率 为 68.9+3.28%， 载 药 量 为 : 
67.45+2.91%， 显 示 了 SC 作为 载体 对 多 肽 MPL-2 具有 较 好 的 负载 能 力 。 


2.3 纳米 复合 肽 SCM 体外 缓 释 实验 

如 图 2 所 示 , 48h 内 SCM 持续 释放 多 肽 MPL-2, 到 12h 时 已 有 60.3 %MPL-2 
释放 出 来 ，12h~48hMPL-12 开始 缓慢 释放 ， 至 48h，MPL-12 已 被 释放 了 95.3%. 
这 种 缓 释 效 应 ,使 活性 多 肘 MPL-12 可 以 在 生物 体内 快速 持续 的 释放 ， 有 助 于 二 
型 糖尿 病 的 治疗 。 
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2 SCM 体外 缓 释 ，SCM 可 持续 释放 48h。 
Fig.2 In vitro release process of MPL-2 from SCM, SCM can sustained release for 48 hours. 


2.4 SCM 可 显著 改善 db/db 小 鼠 急 性 糖 耐量 

如 图 3 所 示 ，5-15min 的 时 候 I 型 糖尿 病 小 鼠 (db/db 小 鼠 ) 的 胰岛 素 分 泌 
FE, 表现 出 了 明显 的 葡萄 糖 不 耐 受 。 与 生理 盐水 组 CNS) 相 比 ，SC 组 对 db/db 
小 鼠 的 葡萄 糖 耐 量 有 一 定 的 改善 作用 ， 但 是 效果 并 不 明显 ， 可 能 是 由 于 SC 的 剂 
量 比较 低 。MPL-2 组 ，Exendin-4 组 ，SCM 组 在 5-15min 均 能 较 好 的 促进 胰岛 素 
的 分 泌 ， 在 30min 的 时 候 就 可 以 抑制 住 血 糖 的 升 高 。MPL-2 由 于 半衰期 短 ， 使 
其 改善 葡萄 糖 耐 量 的 作用 低 于 阳性 对 照 组 Exendin-4, 但 是 SCM 在 小 鼠 体 内 可 以 
不 断 组 释 MPL-2， 延 长 MPL-2 的 作用 时 间 ， 并 且 SC 也 具有 一 定 的 胰岛 素 类 似 
功能 ， 和 MPL-2 可 协同 起 作用 ， 由 于 SC 剂量 较 低 ， 致 使 其 改善 作用 不 明显 。 
因此 SCM 对 和 葡萄糖 耐量 的 改善 作用 要 明显 强 于 SC 和 MPL-2 单独 用 药 ， 并 且 优 
于 目前 临床 上 使 用 的 多 肽 药物 Exendin-4。 
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3 db/db 小 鼠 的 腹腔 内 注射 葡萄 糖 耐量 试验 。 数 据 是 三 个 独立 实验 的 平均 值 ， 数据 表示 为 平均 值 + 标准 差 。 


Fig.3 Intraperitoneal glucose tolerance test of db/db mice. Data are the mean of three independent experiments. 


Data presented as mean + SEM. 


2.5 I 工 型 糖尿 病 模型 鼠 (db/db 小 鼠 ) 胰岛 素 耐 量 实验 

连续 给 药 8 周 后 ， 胰 岛 素 耐量 实验 的 结果 如 图 4 所 示 ， 注 射 胰岛 素 40min 
后 各 组 的 血糖 值 均 降 到 了 最 低 ， 生 理 盐 水 组 降 到 初始 值 的 59.3%，SC 组 降 到 初 
始 值 的 57.0%, MPL-2 组 降 到 初始 值 的 51.7%， 阳 性 对 照 组 Exendin-4 降 到 初始 
值 的 33.7%, SCM 组 降 到 初始 值 的 32.3%。 但 是 120min 的 时 候 生理 盐水 组 (NS) 
血糖 值 恢复 到 了 初始 值 的 90.7%，SC 组 也 恢复 到 了 初始 值 的 82.7%， 由 于 SC 剂 
量 较 低 ， 致 使 其 对 胰岛 素 敏 感性 有 一 定 的 改善 作用 ， 但 是 并 不 明显 。 MPL-2 由 
于 半衰期 短 也 恢复 到 了 初始 值 73.3%， 而 SCM 组 和 Exendin-4 组 仅 恢 复 到 了 初 
始 值 60% 左 右 ， 说明 SCM 对 开 型 糖尿 病 模 型 鼠 (db/db 小 鼠 ) 的 胰岛 素 敏 感性 
有 明显 的 改善 作用 。 
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4 连续 用 药 8 周 db/db 小 鼠 的 胰岛 素 耐 量 实验 。 数 据 是 三 个 独立 实验 的 平均 值 ， 数 据 表 示 为 平均 值 + 标 准 
差 。 


Fig.4 insulin tolerance test of db/db mice after 8-week treatment. Data are the mean of three independent 


experiments. Data presented as mean + SEM. 


3 讨论 

二 型 糖尿 病 是 一 种 慢性 的 代谢 疾病 ， 其 主要 的 发 病 机 制 是 胰岛 B 细 胞 功能 障 
碍 和 胰岛 素 抵抗 ， 其 中 胰岛 B 细 胞 功能 障碍 包括 细胞 数量 减少 或 者 功能 下 降 。 根 
据 国 际 糖尿 病 联盟 的 统计 ,糖尿 病 患者 的 数量 预计 将 从 2017 年 的 4.25 亿 增 加 到 
2045 年 的 6.29 亿 , 净 增长 48%。 糖 尿 病 的 主要 形式 是 二 型 糖尿 病 (T2DM)， 占 所 
有 糖尿 病 病例 的 将 近 90%。 目 前 二 型 糖尿 病 的 治疗 方法 主要 包括 胰岛 素 增 敏 剂 ， 
外 源 性 供应 胰岛 素 , o- 葡 萄 糖苷 酶 抑制 剂 和 磺 酰 脲 类 药物 , 但 具有 治疗 的 局 限 性 ， 
并 且 长 期 使 用 具有 一 定 的 副作用 。 因 此 ， 保 护 胰岛 B 细 胞 ， 增 强 胰 岛 素 敏感 性 和 
使 用 组 合 药 物 的 治疗 策略 得 到 了 越 来 越 多 研究 者 的 接受 与 认可 。 

MPL-2 是 课题 组 在 前 人 研究 开发 的 VPAC2 特异 性 激动 剂 PACAP 衍生 多 
ik BAY55-9837 的 基础 上 ， 利 用 基因 工程 技术 ， 结 合 具 有 高 效 自前 切 功 能 的 蛋 
白 内 含 肽 固 相 柱 纯化 技术 制备 的 高 稳定 性 、 高 活性 的 VPAC2 受 体 特异 性 激动 
剂 。MPL-2 可 有 效 的 促进 胰岛 B 细 胞 的 增值 ， 胰 岛 素 的 表达 分 这 ， 和 葡萄糖 摄 取 和 
利用 。 本 课题 将 壳 聚 糖 作为 稳定 剂 和 包 履 剂 ， 将 多 肽 MPL-2 负载 到 纳米 硒 的 表 
面 。 有 研究 表明 : 糖尿 病 患 者 体内 硒 代谢 紊乱 、 氧 自 由 基 及 脂 质 过 氧化 水 平 高 、 
抗 氧化 酶 活性 低 ， 尤 其 是 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 〈 含 硒 酶 ) 的 活性 显著 降低 49。 而 
硒 及 硒 和 蛋白 是 机 体内 抗 氧 化 系统 的 重要 组 成 部 分 , 能 有 效 地 抑制 过 氧化 脂 质 的 产 
E, 清除 多 余 的 自由 基 ， 调 节 并 维持 机 体 正 常 的 氧化 还 原状 态 ， 因 此 硒 与 糖尿 病 
及 其 并 发 症 间 存在 高 度 的 相关 性 。1992 年 IizukaY 研究 表明 ， 亚 硒 酸 钠 喂 养 急 
性 糖尿 病 大 鼠 ， 能 显著 地 降低 其 血糖 含量 ， 且 不 会 增加 血清 胰岛 素 含量 ; 离 体 
胰岛 的 胰岛 素 释 放 实 验证 明 : 一 定 剂量 范围 内 ， 随 亚 硒 酸 钠 剂 量 增加 ， 胰岛素 释 
放量 呈 剂 量 依赖 性 增多 Po。 硒 作为 胰岛 素 类 似 物 能 促进 葡萄 糖 的 吸收 , 通过 刺激 
糖 酵 解 以 及 脂肪 酸 合 成 ,加快 血 糖 代谢 ， 同 时 还 能 激活 胰岛 素 介 导 的 信号 转 导 通 
路 ， 调 节 机 体 的 新 陈 代谢 ， 维 持 血糖 平衡 CU。 纳米 硒 是 机 体 主 要 的 抗 氧化 剂 ， 可 
有 效 的 清除 体内 的 多 余 的 自由 基 ， 抑 制 肿瘤 及 糖尿 病 , 心血 管 疾病 的 发 生 。 而 壳 
聚 糖 是 一 种 线性 天 然 的 阳离子 多 糖 , 含有 大 量 的 氨基 和 羧基 ,可 以 结合 到 纳米 硒 
的 表面 ， 稳 定 并 调节 纳米 硒 的 粒 径 大 小 。 

本 研究 证 明了 多 肽 MPL-2 可 成 功 的 连接 到 壳 聚 糖 修饰 的 纳米 硒 上 ， 并 且 稳 
定性 良好 ， 在 水 溶液 中 可 稳定 存在 40 天 。 通 过 体外 实验 纳米 复合 肽 SCM 体外 
绥 释 实验 证 明了 SCM 对 MPL-2 具有 较 好 的 组 释 作 用 ， 在 48h 内 MPL-2 可 以 被 
持续 释放 。 并 且 动 物 学 实验 结果 证 明了 纳米 复合 肽 SCM 对 II 型 糖尿 病 有 较 好 的 
治疗 作用 ， 可 显著 的 改善 db/db 小 鼠 的 葡萄 糖 耐 量 和 胰岛 素 敏 感性 。 本 研究 可 为 
新 型 纳米 复合 肽 SCM 用 于 开 型 糖尿 病 治疗 进行 更 深入 的 药理 学 研究 提供 实验 基 
础 。 
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Abstract A new type of neuroendocrine peptide, pituitary adenylate cyclase activating 
peptide (PACAP), has been found to play an important role in carbohydrate or lipid metabolism 
but is susceptible to dipeptidyl peptidase IV degradation. In this study, chitosan-modified 
nano-selenium (SeNPs-CTS, SC) was used as a carrier and the PACAP-derived peptide MPL-2 
was loaded by amide bond to prepare a stable and stable nanoparticle peptide SeNPs- CTS-MPL-2 
(SCM). The experimental results show that the high stability nano-composite peptide SCM was 
successfully constructed. The average particle diameter of SCM was 158 nm, the particle size was 
relatively concentrated, and the surface Zeta potential was 35.6 mV, which was significantly 
different from the SC particle size and Zeta potential. These proved that MPL-2 successfully 
connected to the SC surface. SCM was stable in aqueous solution for 40 days and has strong 
stability in aqueous solution. In vitro sustained release experiments showed that SCM released 
MPL-2 continuously within 48 hours, effectively prolonging the action time of MPL-2. Type 2 
diabetes model mice (db/db mice) were injected intraperitoneally with SCM. Glucose tolerance 
test results showed that SCM sustained release of MPL-2 in vivo after MPL-2 was loaded onto 
carrier SC, prolonged the effect time of MPL-2 and enhanced the efficacy of MPL-2. During 8 
weeks of continuous medication, SCM significantly increased insulin sensitivity in mice with type 
2 diabetes mellitus, significantly more potent than MPL-2 and SC alone. The nanocomposite 
peptide SCM was constructed to effectively prolong the action time of MPL-2 and to exert the 
biological effect of treating type II diabetes. 

Key words Pituitary adenylate cyclase-activating peptide-derived peptide (MPL-2); Nano 
selenium; Type II diabetes; Insulin sensitivity; Glucose tolerance 


